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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность темы исследования 

Рак яичников (РЯ) – второе по распространѐнности после рака 

молочной железы злокачественное образование у женщин. Ежегодно 

выявляется более 225 тысяч новых случаев манифестации РЯ и порядка 140 

тысяч неблагоприятных исходов [156]. Например, в 2021 году в России 

количество выявленных случаев РЯ оказалось на 171 пациентку выше, чем в 

2020. Данный вид онкологии характеризуется агрессивным, почти 

бессимптомным течением и гетерогенностью гистологических типов с 

устойчивостью к лекарственной терапии, за что получил ненаучное название 

«тихий убийца» [2, 54, 164]. Известно, что РЯ активно метастазирующая 

опухоль. Для этого вида онкологии характерно развитие не только 

лимфогенных и отдаленных метастазов, но и особый тип метастазирования: 

диссеминация по брюшине [18]. 

Не всякое нарушение механизмов внутри клетки приводит к 

озлокачествлению. Однако нарушения в нескольких ключевых процессах в 

клетке, в частности, нарушение эпигенетических механизмов, могут стать 

причиной образования РЯ [81]. Характерной особенностью всех 

эпигенетических механизмов является их участие в регуляции экспрессии 

генов на всех уровнях – от геномно-транскрипционного до пост-

трансляционного, без изменения генома. 

Одним из наиболее фундаментальных механизмов эпигенетической 

регуляции клеточной стабильности генома является механизм метилирования 

[23]. Так, в опухолевой клетке наблюдается глобальное деметилирование 

генома, что вызывает резкое снижение стабильности генома. 

Разнонаправленные процессы изменения статуса и уровня метилирования 

опухоль-ассоциированных генов, а именно деметилирование онкогенов и 

гиперметилирование генов-супрессоров, являются одной из характерных 

черт опухолевой клетки, в частности при РЯ, что приводит к инициации, 

прогрессии и метастазированию данного типа рака [17, 55, 78, 106, 122, 129, 

178].  

Важным аспектом процессов метилирования является его обратимость, 
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что может усиливать пластичность таких процессов как, эпителиально-

мезенхимальный переход (ЭМП), важный в метастазировании рака. В 

нормальной клетке все процессы контролируются сложной и 

многоступенчатой системой генных взаимодействий, где каждый элемент 

отвечает за свой процесс. При разнообразных патологических изменениях эта 

система нарушается [41, 78]. Так, при РЯ наблюдается аберрантное 

гиперметилирование и снижение экспрессии супрессорных генов, которые в 

норме сдерживают ЭМП [57]. 

В основе этой системы регуляторных взаимодействий выделяют гены, 

кодирующие белки, а также гены, кодирующие РНК, которая не 

транслируется, то есть не образует белковый продукт. Следует отметить, что 

благодаря современным методам исследования удалось оценить, что до 80% 

транскриптома человека представлено некодирующими РНК (нкРНК) [20, 

212]. Таким образом, можно выделить белок-кодирующие гены и гены 

регуляторных РНК. Так, Открытие микроРНК в самом начале 21 века стало 

революционным событием в биологии, обозначив новые механизмы 

регуляции сигнальных путей и процессов. Особый интерес среди 

регуляторных РНК представляет новый класс РНК, а именно длинные 

некодирующие РНК (днРНК), которые также активно участвуют в регуляции 

экспрессии белок-кодирующих генов. Причем, выявлены взаимодействия 

днРНК как с матричной РНК, так и с участками ДНК промоторов генов, а 

также показано воздействие днРНК на мРНК при посредничестве микроРНК 

или РНК-связывающих белков (RBP) [24, 43, 52, 133, 141, 167, 188, 220].  

В настоящее время получены убедительные данные о том, что в 

опухолях разных локализаций происходит нарушение регуляции экспрессии 

генов днРНК и эти регуляторные РНК могут выступать как в роли 

онкогенов, так и супрессоров опухоли [15, 162].  

Следует отметить, что комплексные исследования роли днРНК в 

развитии метастазов при РЯ встречаются крайне редко. В большинстве работ 

проводится анализ взаимодействий одной из днРНК с микроРНК и мРНК 

белка, как например, в работе Liang H. et al., 2018 [100]. Нами изучена роль 

целой группы генов днРНК в патофизиологических процессах, связанных с 
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развитием и диссеминацией РЯ. Нам удалось проследить цепь 

эпигенетических изменений 11 генов (MEG3, GAS5, HAND2-AS1, TINCR, 

SNHG6, SSTR5-AS1, SEMA3B-AS1, ZEB1-AS1, ZNF667-AS1, KCNK15-AS1, 

MAGI2-AS3) днРНК как в инициации метастазирования, так и в колонизации 

метастазов, которые, по-видимому, связаны с ЭМП-переходом и его 

реверсией. Определен набор факторов, которые предложены как маркеры 

прогноза метастазирования РЯ. 

Однако, необходимы дальнейшие исследования эпигенетических 

механизмов в диссеминации РЯ, а также поиск и валидация новых маркеров 

д л я  диагностики и прогноза эффективности лечения РЯ. 

 

Цель работы: 

Определить влияние длинных некодирующих РНК (днРНК) и 

эпигенетических модификаций их генов на развитие, прогрессирование и 

образование метастазов рака яичников. 

 

Задачи исследования: 

1. Провести анализ баз данных TCGA, GEO, GEPIA 2.0 и отбор генов 

днРНК, изменяющих уровень метилирования и экспрессии в опухолях 

яичников. 

2. На представительной выборке парных образцов опухолей яичников 

провести анализ уровня метилирования группы генов днРНК и 

идентифицировать гены днРНК, вовлеченные в процессы развития РЯ. 

3. С использованием патоморфологических характеристик опухолей 

оценить вклад эпигенетических модификаций в прогрессирование РЯ с 

повышением клинической стадии и гистологической степени. 

4. Оценить роль метилирования в подавлении экспрессии генов 

днРНК на клинических образцах РЯ. 

5. Определить значимость изменений уровня метилирования и 

экспрессии ряда генов днРНК в процессах диссеминации рака яичников: от 

опухолей больных без метастазов к макроскопическим метастазам.  

6. Оценить патофизиологическую и клиническую значимость новых 
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гиперметилированных генов днРНК как факторов и маркеров прогноза 

метастазирования. 

 

Научная новизна 

Настоящее исследование представляет собой комплексный анализ 

участия днРНК в патофизиологическом процессе развития и 

прогрессирования рака яичников. На базе проведенного 

биоинформатического анализа отобраны 13 генов днРНК (MEG3, GAS5, 

HAND2-AS1, TINCR, SNHG6, SSTR5-AS1, SEMA3B-AS1, ZEB1-AS1, ZNF667-

AS1, KCNK15-AS1, MAGI2-AS3, HOTAIR, MALAT1), которые на следующих 

этапах работы на резекционном материале больных РЯ были исследованы 

экспериментально.  

По результатам настоящего исследования с использованием выборки из 

128 парных образцов опухолевой и гистологически нормальной ткани 

больных РЯ впервые изучен профиль метилирования группы 13 генов 

днРНК и количественно определено изменение уровней метилирования в 

образцах опухоли по сравнению с гистологически неизмененной нормой, а 

также тканью, полученной от умерших людей без онкопатологии в анамнезе. 

Результаты сравнительного анализа уровней метилирования впервые 

выявили высокий уровень метилирования 11 генов днРНК (MEG3, GAS5, 

HAND2-AS1, TINCR, SNHG6, SSTR5-AS1, SEMA3B-AS1, ZEB1-AS1, ZNF667-

AS1, KCNK15-AS1, MAGI2-AS3 (p<0.0001, FDR=0.1) в опухолевых тканях 

рака яичников.  

В настоящем исследовании удалось проследить изменение уровня 

метилирования в динамике. Исследование производилось на разных этапах 

развития и прогрессии РЯ. В исследование включены опухоли с ранними и 

поздними стадиями, с различным размером и разной степенью 

дифференцировки и другими клинико-морфологическими особенностями. По 

результатам впервые показано, что уровень метилирования промоторных 

районов генов MEG3, GAS5, SNHG6, ZEB1-AS1, ZNF667-AS1, SEMA3B-AS1, 

KCNK15-AS1 значимо повышался при переходе от ранних стадий развития 

опухоли к более поздним тяжелым стадиям.  
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Эти исследования позволили впервые определить метастатический 

потенциал для 3 генов днРНК (ZNF667-AS1, SEMA3B-AS1, KCNK15-AS1) с 

повышенным уровнем метилирования в опухолях больных как с 

лимфагенными метастазами, так и с перитонеальными. В образцах 

макроскопических перитонеальных метастазов впервые обнаружено 

статистически значимое снижение уровня метилирования 4 генов MEG3, 

SSTR5-AS1, ZEB1-AS1, MAGI2-AS3 (р≤0.01) в метастазах относительно 

опухолевой ткани, что предположительно, может быть связано с 

пластической реверсией эпителиально-мезенхимального клеточного 

процесса, вовлеченного в инициацию метастазирования, в мезенхимально-

эпителиальный переход (ЭМП-МЭП). 

Ещѐ одной особенностью, которую удалось выявить, явилось 

синергичное снижение экспрессии для ряда днРНК, коррелирующее с 

увеличением уровня метилирования их генов. Проведенный корреляционный 

анализ позволил определить пары и кластер генов, синергично участвующий 

в процессах развития РЯ. 

Таким образом, получены новые данные, не описанные в мировой 

литературе: определены новые гиперметилируемые в РЯ гены днРНК и связь 

метилирования и экспрессии этих генов с прогрессированием опухолевого 

процесса и диссеминацией РЯ, и эти данные могут быть использованы в 

медицинской практике, например, для прогноза метастазирования. 

 

Теоретическая и практическая значимость 

Теоретическая значимость работы заключается в определении группы 

генов днРНК, экспрессия и метилирование которых связаны с процессами 

развития и диссеминации РЯ. 

Впервые выдвинута гипотеза о синергизме экспрессии и 

эпигенетической модификации генов днРНК, связанных с ключевыми 

процессами канцерогенеза. 

Полученные данные о профилях метилирования и экспрессии генов 

днРНК (MEG3, GAS5, HAND2-AS1, TINCR, SNHG6, SSTR5-AS1, SEMA3B-AS1, 

ZEB1-AS1, ZNF667-AS1, KCNK15-AS1, MAGI2-AS3, HOTAIR, MALAT1), 
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которые предлагается использовать при прогнозе развития метастазов у 

пациенток с РЯ – составлен прогностический набор маркеров.  

 

Положения, выносимые на защиту 

1. 1. Эпигенетические механизмы дерегуляции генов днРНК влияют на 

развитие и прогрессию РЯ.  

2. Гиперметилирование генов днРНК MEG3, TINCR, ZNF667-AS1, 

SEMA3B-AS1 и KCNK15-AS1 связано с метастазированием РЯ.  

3. Деметилирование генов днРНК MEG3, SSTR5-AS1, ZEB1-AS1 и 

MAGI2-AS3 ассоциировано с пластической реверсией ЭМП-МЭП 

при колонизации метастазов в брюшине. 

 

Апробация 

Результаты работы были доложены автором и обсуждены на 

следующих конференциях: FEBS 3-8 июля 2021 г. (г. Любляна, Словения), 

постерный доклад; «Клиническая лабораторная диагностика» 19-21 октября 

2021 (г. Москва), устный доклад; XXVII Всероссийская научно-

практическая конференция с международным участием. Лабораторная 

медицина: вклад в борьбу с пандемией. 4-6 апреля 2022 г. (г. Москва), 

устный доклад; Scholars International Webinar on Cancer Research and 

Therapeutics. Virtual Theme: ―Frontiers in Cancer Research and Therapy‖. 16-18 

May 2022 (дистанционно), E-poster; 9TH INTERNATIONAL CONGRESS OF 

PATHOPHYSIOLOGY 4-6 июля 2023 г. (г. Белград, Сербия), устный доклад; 

THE 47
TH

 FEBS CONGRESS 8-12 июля 2023 г. (г. Тур, Франция), постерный 

доклад. 

 

Публикации результатов исследования 

По теме диссертации опубликовано 15 работ, из которых 3 в 

реферируемых российских изданиях, рекомендованных ВАК РФ, 11 тезисов 

в реферируемых российских и зарубежных журналах и патент на 

изобретение № 2779550 С1 от 08.09.2022 (заявка от 22.06.2021). 
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Структура и объём работы 

Работа изложена на 130 страницах машинописного текста. Состоит из 

введения, обзора литературы, описания материалов и методов работы, главы 

результатов исследований и их обсуждений, заключения, выводов и перечня 

цитируемой литературы, состоящего из 228 источников (8 отечественных и 

220 зарубежных). Рукопись содержит 6 таблиц и 31 рисунок. 

 

Личный вклад автора 

При выполнении работы автор лично: проводила постановку и 

выполнение всех молекулярно-биологических экспериментов, участвовала в 

сопоставлении полученных молекулярно-биологических результатов с 

патоморфологическими, гистологическими и клиническими 

характеристиками образцов опухолей пациенток, проводила 

биоинформатический анализ на основе доступных баз данных, проводила 

статистический анализ полученных результатов, совместно 

интерпретировала научные результаты. Также автор участвовала в 

оформлении научных статей и заявок на патенты по теме диссертационной 

работы и делала устные и стендовые сообщения на конференциях. 

 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Настоящая работа основана на анализе ретроспективных данных 

комплексного обследования больных раком яичников, получавших лечение 

в НМИЦ онкологии имени Н.Н. Блохина. 

Парные образцы опухолевой и здоровой ткани, а также образцы 

макроскопических метастазов брюшины (резекционный материал) были 

получены в Отделе патологической анатомии опухолей человека ФГБУ 

«НМИЦ онкологии имени Н.Н. Блохина». Исследование проводилось с 

соблюдением принципов добровольности и конфиденциальности в 

соответствии с «Основами законодательства РФ об охране здоровья 

граждан» (Указ Президента РФ от 24.12.93 № 2288). Использовались ткани 

только тех больных, которые до операции не получали лучевую или 
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химиотерапию. Все случаи РЯ классифицированы клинически по системе 

TNM в соответствии с требованиями Международного противоракового 

общества (UICC, версия 2002 г.) и описаны гистологически на основании 

классификации Всемирной Организации Здравоохранения (ВОЗ) в отделе 

патоморфологии опухолей ФГБУ «НМИЦ онкологии имени Н.Н. Блохина». 

Молекулярно-генетические исследования проведены на базе 

лаборатории патогеномики и транскриптомики ФГБНУ «Научно-

исследовательского института общей патологии и патофизиологии» (и.о. 

заведующий лабораторией – д.б.н., проф. Брага Э.А.) 

Для выполнения экспериментального исследования из образцов ткани 

проводили выделение высокомолекулярной ДНК и РНК. Оценка уровня 

метилирования СpG-районов промоторных областей генов MEG3, GAS5, 

HAND2-AS1, TINCR, SNHG6, SSTR5-AS1, SEMA3B-AS1, MAGI2-AS3, KCNK15-

AS1, ZEB1-AS1, ZNF667-AS1, HOTAIR, MALAT1 проводилась с применением 

бисульфитной конверсии ДНК с последующей метил-специфичной ПЦР в 

реальном времени. Для определения уровня экспрессии днРНК MEG3, GAS5, 

HAND2-AS1, TINCR, SNHG6, SSTR5-AS1, SEMA3B-AS1, MAGI2-AS3, KCNK15-

AS1, ZEB1-AS1, ZNF667-AS1, HOTAIR, MALAT1 проводили ПЦР в режиме 

реального времени (ПЦР-РВ) на кДНК матрице. Для статистической 

обработки результатов проведенного исследования была использована 

программная среда R 4.2.1. 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Биоинформатический анализ баз данных 

На первом этапе нашего исследования были задействованы базы TCGA 

и GEO для выявления генов днРНК с метилированными CpG-островками, а 

также база GEPIA 2.0 для первичной оценки характера экспрессии. Проведен 

биоинформатический анализ, направленный на поиск и отбор днРНК, 

участвующих в ЭМП, связанных с риском развития РЯ. В результате нами 

тотально были отобраны и исследованы экспериментально 13 генов днРНК: 

MEG3, GAS5, HAND2-AS1, TINCR, SNHG6, SSTR5-AS1, SEMA3B-AS1, 
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ZEB1-AS1, ZNF667-AS1, KCNK15-AS1, MAGI2-AS3, HOTAIR, MALAT1, 

потенциально влияющих на патогенетические процессы при РЯ. 

Рисунок 1. В 

качестве примера на 

рисунке представлены 

несколько днРНК, 

изменяющих уровень 

экспрессии в опухоли 

относительно нормы 

(GAS5, HAND2-AS1, 

MAGI2-AS3, MEG3) при РЯ 

(426 образцов опухолевой ткани и 88 образцов нормальной ткани) согласно базе данных 

GEPIA 2.0; красный бокс-плот – опухолевые образцы, серый – нормальная ткань; ось 

ординат – уровень экспрессии log2(TPM +1), где TPM - Transcript Count Per Million 

(количество транскриптов на миллион).  

 

Изменения уровня метилирования и экспрессии генов днРНК в 

парных образцах опухолей яичников 

Анализ уровня метилирования показал, что в образцах опухоли в сравнении с 

парной условной нормой для 13 исследованных генов уровень 

метилирования статистически значимо выше. 
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Примечание: * p<0.05; 

** p<0.01; *** p<0.001; 
#
 

p<0.0001 

Рисунок 2. 

Сравнительный анализ 

уровня метилирования 

генов днРНК в образцах 

доноров, гистологически 

нормальной ткани, 

опухоли и 

перитонеальных 

метастазах при раке 

яичников. На рисунке 

обозначены верхняя и 

нижняя границы 

прямоугольников, 

соответствующие 

третьему и первому 

квартилям, а также 

центральная линия, 

соответствующая 

медиане. На медиану приходится 50% наблюдений. Линиями сверху и снизу от 

прямоугольников отмечены максимальное и минимальное значения. Выбросы (значения, 

отличающиеся от межквартильного размаха более чем в полтора раза) отмечены черными 

кружками. Ось Y – уровень метилирования (от 0 до 100 %); ось X – анализируемые 

группы. 

Для тех же 13 днРНК был проведен анализ уровней экспрессии в 

опухолевой ткани. Показано статистически значимое (p<0.01, FDR=0.1) 

снижение уровня экспрессии в опухолевой ткани для 10 из 13 днРНК, а для 

днРНК ZNF667-AS1 уровень экспрессии снижался на уровне тенденции 

(p=0.08, FDR=0.1). 

 

Рисунок 3. 

Диаграммы размахов 

значений уровня 

экспрессии 10-и генов 

днРНК в опухолевой 

ткани по сравнению с 

прилежащей 

гистологически 

нормальной тканью 

яичника, выраженных в 

значениях -ΔΔCt. 
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Центральная линия - медиана, нижняя и верхняя границы прямоугольника - 25% и 75% 

квартили, верхний и нижний «усы» - края статистически значимой выборки. Точками 

обозначены статистические выбросы ниже и выше «усов».  

 

Таким образом, установлено аберрантное гиперметилирование и 

аномальное снижение экспрессии, позволяющие предполагать супрессорный 

характер для 11 генов днРНК в опухолях яичников. Полученные результаты 

позволяют предполагать ингибирующее участие данных днРНК в 

механизмах развития РЯ. 

 

Связь изменений уровней метилирования и экспрессии днРНК с 

характеристиками прогрессии РЯ 

Следующим этапом исследования являлся анализ изменений в уровнях 

метилирования и экспрессии с учетом ряда клинико-морфологических 

параметров опухолей яичников, таких как: стадия, степень дифференцировки 

опухоли, еѐ размер и гистологический тип опухоли.  

Для 7 генов (MEG3, GAS5, SNHG6, ZEB1-AS1, ZNF667-AS1, SEMA3B-

AS1, KCNK15-AS1) показано статистически значимое (p<0.001, FDR=0.1) 

увеличение уровня метилирования на более поздних стадиях развития РЯ 

(III-IV) по сравнению с более ранними стадиями (I –II).  

 

 

Рисунок 4. 

Сравнение уровня 

метилирования генов 

днРНК с клинико-

морфологическими 

параметрами РЯ: стадией. 

 

 

Также статистически значимо более высокий уровень метилирования 

(р≤0.05, FDR=0.1) был показан в образцах с большим размером опухоли для 

9 генов (MEG3, GAS5, TINCR, SNHG6, SSTR5-AS1, ZEB1-AS1, ZNF667-AS1, 
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SEMA3B-AS1, KCNK15-AS1). 

 

 

Примечание: * p<0.05; ** 

p<0.01; *** p<0.001; # p<0.0001 

 

Рисунок 5. Сравнение 

уровня метилирования генов 

днРНК с клинико-

морфологическими параметрами 

РЯ:размером опухоли. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Кроме того, более высокий уровень метилирования был статистически 

значим (p≤0.05, FDR=0.1) для группы из 10 генов (MEG3, GAS5, HAND2-AS1, 

TINCR, SNHG6, SSTR5-AS1, ZEB1-AS1, ZNF667-AS1, SEMA3B-AS1, KCNK15-

AS1) в образцах с низкой степенью дифференцировки (G3) относительно 

уровня метилирования в образцах с более высокой степенью (G1, G2). 

 

 

Примечание: * 

p<0.05; ** p<0.01; *** 

p<0.001; 
#
 p<0.0001. 

 

Рисунок 6. 

Сравнение уровня 

метилирования генов 

днРНК с клинико-

морфологическими 

параметрами РЯ: степень 

дифференцировки. 
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Проведенный анализ изменения уровня экспрессии данных днРНК в 

зависимости от клинико-морфологических параметров опухоли яичников 

также выявил для HAND2-AS1 статистически значимое (p=0.007, FDR=0.1) 

снижение уровня экспрессии на более поздних стадиях РЯ (III-IV) по 

сравнению с более ранними стадиями (I –II). Низкий уровень экспрессии был 

статистически значим (p≤0.05, FDR=0.1) для группы днРНК HAND2-AS1, 

TINCR и ZNF667-AS1 в образцах с эндометриоидной карциномой 

относительно серозной карциномы. 

 

Рисунок 7. Диаграммы размахов значений уровня экспрессии днРНК (ΔΔCt), в 

исследуемой группе РЯ: связь со стадией процесса, с размером опухоли и 

гистологическим типом опухоли. 

Таким образом, полученные результаты подтверждают участие 

исследованных днРНК в механизмах прогрессии РЯ. 

 

Связь уровня метилирования с появлением лимфогенных 

метастазов и диссеминацией по брюшине 

Известно, что РЯ активно метастазирующая опухоль. Для этого вида 

онкологии характерно развитие не только лимфогенных и отдаленных 

метастазов, но и особый тип метастазирования: диссеминация по брюшине. В 

нашей работе были исследованы все эти виды метастазирования. В группе 

генов MEG3, TINCR, ZNF667-AS1, SEMA3B-AS1, KCNK15-AS1 было 

обнаружено статистически значимое (p<0.01, FDR=0.1) увеличение уровня 

метилирования в образцах опухолей, для которых имеются данные как о 

наличии диссеминации по брюшине, так и о наличии лимфогенных 
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метастазов. Таким образом, гиперметилирование данной группы генов может 

влиять на процесс метастазирования РЯ. 

 

 

Рисунок 8. Сравнение уровня 

метилирования генов днРНК с клинико-

морфологическими параметрами РЯ. А – с 

диссеминацией по брюшине; Б – наличием 

лимфогенных метастазов. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Изменения уровней метилирования и экспрессии генов днРНК в 

макроскопических метастазах брюшины 

Неожиданный результат получен в макрометастазах относительно 

парной исходной опухоли. Определено статистически значимое снижение 

уровня метилирования в макрометастазах относительно исходной опухоли 

для 4-х генов: MEG3, SSTR5-AS1, ZEB1-AS, MAGI2-AS3, наряду с дальнейшим 

повышением уровня метилирования 3-х других генов днРНК (ZNF667-AS1, 

KCNK15-AS1, SEMA3B-AS1). В то же время, обнаружено значимое снижение 

уровня экспрессии в макрометастазах относительно опухолевой ткани для 

ZNF667-AS1 (p<0.05, FDR=0.1), а также увеличение уровня экспрессии 

днРНК MEG3 на уровне тенденции (р=0.06, FDR=0.1). Эти данные 

согласуются с отмеченным усилением гиперметилирования гена днРНК 

ZNF667-AS1 и снижением уровня метилирования гена MEG3 в 
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макроскопических метастазах. 

Этот феномен интересен тем, что косвенно подтверждает концепцию 

аберрантного процесса эпителиально-мезенхимального перехода (ЭМП) в 

опухоли и обратного мезенхимально-эпителиального перехода при 

образовании метастазов (МЭП). Этот процесс называется пластической 

реверсией. Мы впервые обнаружили статистически значимое 

деметилирование 4 генов днРНК (MEG3, SSTR5-AS1, ZEB1-AS1, MAGI2-AS3) 

в макрометастазах относительно первичных опухолей, что служит 

подтверждением гипотезы о частичной реверсии ЭМП-МЭП при 

колонизации метастаза в брюшине. 

 

 

Рисунок 9. А – сравнение 

уровня метилирования генов 

днРНК в макрометастазах 

относительно опухолевой ткани; 

Б – изменение уровня экспрессии 

для MEG3 в макрометастазах 

относительно опухолевой ткани; 

В – изменение уровня экспрессии 

для ZNF667-AS1 в 

макрометастазах относительно 

опухолевой ткани; 

 

 

 

 

Вклад аберрантного метилирования в нарушение экспрессии днРНК 

в злокачественных опухолях яичников  

Для оценки понимания роли метилирования в нарушении экспрессии 

исследованных днРНК проведен анализ корреляции между уровнями 

метилирования и экспрессии для 13 генов днРНК на общей выборке из 30 

парных (опухоль/гистологически нормальная ткань яичников) образцов.  
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Корреляционный анализ проведен с использованием коэффициента 

корреляции Спирмена (rs).  

 

Пара ген/днРНК r
s
 р 

HAND2-AS1 -0.5 0.006 

KCNK15-AS1 -0.46 0.01 

MAGI2-AS3 -0.71 0.00002 

MEG3 -0.72 0.00002 

SEMA3B-AS1 -0.63 0.0001 

SNHG6 -0.77 0.000002 

SSTR5-AS1 -0.64 0.0002 

ZEB1-AS1 -0.42 0.003 

ZNF667-AS1 -0.63 0.0003 

Таблица 1. Анализ корреляции 

изменения уровня метилирования ряда 

генов днРНК с изменением уровня их 

экспрессии. 

 

 

 

 

Рисунок 10. Корреляция между 

изменением статуса метилирования 

проморных CpG-островков и уровнем их 

экспрессии на примере днРНК ZNF667-

AS1. 

 

Полученные результаты показывают значимую роль метилирования в 

инактивации 9 генов днРНК (MEG3, HAND2-AS1, SNHG6, SSTR5-AS1, 

SEMA3B-AS1, ZEB1-AS1, ZNF667-AS1, KCNK15-AS1, MAGI2-AS3) и 

подтверждают функциональную значимость метилирования этих генов в 

патогенезе РЯ. 

Отдельным аспектом нашей работы являлось определение возможных 

попарных корреляций метилирования и экспрессии между днРНК в парах 

для 13 генов днРНК.  

По итогам двух корреляционных анализов метилирования и экспрессии 

обнаружены две пары: ZEB1-AS1/SSTR5-AS1, TINCR/SEMA3B-AS1, которые, 

предположительно, участвуют в общих патофизиологических процессах. 
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Рисунок 11. График корреляции: А – экспрессии для днРНК; Б – метилирования для генов 

днРНК (синие квадраты — отрицательная корреляция, красные квадраты — 

положительная корреляция, яркость квадратов представляет степень корреляции). 

 

 

Новые маркеры прогноза РЯ 

На основании полученных данных проведен ROC анализ и составлена 

тест-система из трѐх маркеров ZNF667-AS1, SEMA3B-AS1 и KCNK15-AS1 

для прогноза развития метастазирования с высокими показателями 

чувствительности (0,841) и специфичности (0,800), а также высокой 

вероятностью (AUC = 0,864, p<0,001). Таким образом, наши результаты 

могут внести вклад в развитие как фундаментальной науки, так и 

практической медицины. 

 

 Рисунок 12. ROC-анализ системы из 3 

маркеров для прогнозирования 

метастазирования РЯ. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В результате наших исследований нам удалось определить ряд 

функционально значимых днРНК, которые вовлечены в различные этапы 

развития и прогрессии опухолей яичников. Нами идентифицированы новые 

гены днРНК, гиперметилированные при раке яичников. Показано, что 

аномальное увеличение уровня метилирования 11 генов днРНК (MEG3, 

GAS5, HAND2-AS1, TINCR, SNHG6, SSTR5-AS1, SEMA3B-AS1, ZEB1-AS1, 

ZNF667-AS1, KCNK15-AS1, MAGI2-AS3) в опухоли яичников, в том числе на 

более тяжелых стадиях и в метастазах напрямую связано с подавлением 

экспрессии этих генов. Эти результаты получены нами впервые.  

Также важно, что на основании полученных данных по аномальному 

метилированию генов днРНК предложена потенциальная система маркеров 

для прогноза метастазирования рака яичников с высокой статистической 

значимостью (p<0,001). Для 3 генов днРНК (ZNF667-AS1, SEMA3B-AS1, 

KCNK15-AS1) показан метастатический потенциал, который может 

определять развитие метастазирования у пациенток с РЯ с высокими 

значениями чувствительности и специфичности. При этом по результатам 

анализа ROC-кривых общее значение AUC составило (0,864), что 

соответствует покрытию в 86%, для которого с указанными значениями 

чувствительности и специфичности можно оценить потенциал прогрессии 

опухоли яичников и развития метастазов. 

Ещѐ одной важной особенностью, выявленной в ходе исследования, 

можно считать значимое снижение уровня метилирования 4 генов днРНК 

(MEG3, SSTR5-AS1, ZEB1-AS1, MAGI2-AS3) в макроскопических метастазах 

относительно парной опухолевой ткани. Такая характерная особенность 

может быть объяснена феноменом пластической реверсии, вызванной 

аберрантным процессом ЭМП-МЭП. На данный момент такие 

преобразования в опухолевой клетке пока существуют на уровне гипотезы и 

теоретических предпосылок с довольно низким числом экспериментальных 

подтверждений. Таким образом, наши результаты могут считаться 
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существенным вкладом в понимание патофизиологических процессов, 

происходящих в ходе онкогенеза.  

Суммируя сказанное, в представленной работе получены новые 

данные о роли днРНК и метилирования их генов в механизмах развития и 

прогрессии рака яичников. Полученные результаты отличает высокая 

степень новизны, представленные данные имеют теоретическую значимость 

и могут найти применение в практической медицине. 

 

ВЫВОДЫ 

1. Впервые установлено аберрантное гиперметилирование и аномальное 

снижение экспрессии 11 генов днРНК (MEG3, GAS5, HAND2-AS1, 

TINCR, SNHG6, SSTR5-AS1, SEMA3B-AS1, ZEB1-AS1, ZNF667-AS1, 

KCNK15-AS1, MAGI2-AS3), что определяет супрессорную роль этих 

генов в патогенезе РЯ. 

2. Впервые показана связь метилирования генов днРНК с прогрессией 

РЯ: стадией, степенью дифференцировки, размером и гистологическим 

подтипом опухоли. 

3. Гиперметилирование генов днРНК ZNF667-AS1, KCNK15-AS1, 

SEMA3B-AS1 определяет связь этих генов с метастазированием при РЯ. 

4. Деметилирование генов днРНК MEG3, SSTR5-AS1, ZEB1-AS1, MAGI2-

AS3 ассоциировано с колонизацией метастазов в брюшине и ЭМП-

МЭП перепрограммированием.  

5. Кометилирование и коэкспрессия генов MAGI2-AS3, MEG3, SEMA3B-

AS1, SNHG6, SSTR5-AS1, TINCR, ZEB1-AS1, ZNF667-AS1 указывает на 

их участие в общих процессах при диссеминации рака яичников. 

6. Предложена потенциальная панель маркеров для прогнозирования 

метастазирования рака яичников с высокой статистической 

значимостью: ZNF667-AS1, SEMA3B-AS1 и KCNK15-AS1 

(AUC=0.864). 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

DTT – дитиотреитол 

dTTP – 2’-дезокситимидинтрифосфат 

TCGA – The Cancer Genome Atlas 

БКГ – гены, кодирующие белок 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 

днРНК – длинная некодирующая РНК 

к-ДНК – комплиментарная ДНК 

миРНК – микроРНК 

м-РНК – матричная (информационная) РНК 

МС-ПЦР-РВ – количественная метил-специфичная ПЦР в режиме реального 

МЭП – мезенхимально-эпителиальный переход 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

ПЦР-РВ – количественная ПЦР в режиме реального времени 

РНК – рибонуклеиновая кислота 

р-РНК – рибосомальная РНК 

РЯ – рак яичников 

п.н. – пары нуклеотидов 

Трис – Трис(гидроксиметил)аминометан 

т-РНК – транспортная РНК 

ЭДТА – этилендиаминтетрауксусная кислота 

ЭМП – эпителиально-мезенхимальный переход 

 


